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重组 DNA 技术 在 昆虫 学 中 的 应 用 


Zh R 


《中 国 科学 院 动物 研究 所 ,北京 


重组 DNA 技术 即 基因 工程 , 亦 为 人 们 称 做 基因 克隆 或 基因 操作 。 重 组 DNA RAK 
已 被 应 用 于 昆虫 学 的 基础 研究 和 应 用 研究 中 。 本 文 首先 对 重组 DNA 技术 及 基因 转移 
技术 (在 昆虫 学 研究 中 与 重组 DNA 技术 配合 应 用 的 重要 手段 ) 作 一 简 述 , 然后 着 重 介绍 
这 些 技术 在 昆虫 学 研究 中 的 应 用 概况 。 


重组 DNA 技术 


重组 DNA 技术 就 是 将 DNA 从 细胞 中 分 离 出 来 ,切割 成 片段 ,与 载体 DNA 连接 ， 
有 形成 重组 DNA 分 子 , 然 后 导 人 宿主 细胞 ,进行 复制 。 

重组 DNA 技术 的 原理 和 实验 方法 可 参阅 沈 孝 宙 等 译 (1987), Old 和 Primrose 
(1985), Wu(1979), Maniatis 等 (1982)。 

重组 DNA 技术 的 优点 是 可 以 将 整个 基因 组 (生物 体 的 全 套 基因 ) 打 成 随机 片段 , 克 
隆 在 宿主 细胞 中 构成 基因 文库 贮存 起 来 。 只 要 有 特异 性 探 针 * ,随时 可 将 所 需要 的 基因 分 
离 出 来 。 


基 AR 移 


在 昆虫 中 ,不论 是 进行 基础 研究 (如 阐明 基因 调控 机 理 )， 还 是 应 用 研究 (如 改良 益 和 
品系 或 对 害虫 进行 遗传 防治 ) ,都 需要 将 分 离 的 基因 导 人 染色 体 。 重 组 DNA 技术 可 解决 
分 离 基因 的 问题 ,而 将 分 离 的 基因 重新 导 人 染色 体 , 则 要 利用 基因 转移 技术 。 

基因 转移 是 把 克隆 的 基因 在 种 内 或 种 间 的 个 体 之 间 进 行 转移 。 昆 虫 中 基因 转移 一 般 
需 借助 转 位 因子 作为 载体 。 转 位 因子 是 天 然 存在 于 基因 组 内 的 可 转移 遗传 单元 。 它 是 一 
BEDNA, ， 能 作为 独立 的 单元 ,在 基因 组 内 转换 位 置 ,从 而 引起 突变 。 在 细菌 、 酵 母 ` 线 虫 
玉米 ,小 鼠 和 果 蝇 中 均 有 发 现 。 在 果 蝇 中 , 转 位 因子 种 类 很 多 ， 约 占 整个 基因 组 的 10%? 
其 中 了 因子 是 转 位 效率 最 高 者 。 用 重组 DNA 技术 将 P 因子 分 离 , 导 人 细菌 质粒 ， 作 为 
外 源 DNA, 显 微 注 射 到 果 岂 早期 胚胎 中 。 在 相当 一 部 分 胚胎 中 , P 因子 被 种 系 DNA He 
合 ， 可 稳定 维持 (Rubin 和 Spradling，1982)。 假如 将 另 一 个 基因 克隆 在 ? 因子 中 间 导 
人 入 嘎 胎 , 也 可 以 插入 种 系 染色 体 而 得 到 和 萎 定 的 转化 品系 , 即 获 得 种 系 转化 。 果 晶 的 P 因子 
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*# 探 针 ;是 经 同位 素 标 记 具 有 很 高 放射 活性 的 DNA 或 RNA 顺序 , 可 用 于 通过 分 子 杂 交 技 术 探 浏 互 补 的 响 
序 ? 如 基因 或 转录 产物 。 
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作为 外 源 基因 的 载体 , 已 应 用 于 果 晶 属 的 种 间 基 因 转 移 ，1987 年 获 美国 专利 (Kubin 和 
Spradling，1987)。 然 而 P 因子 是 否 有 广泛 应 用 范围 尚 不 清楚 ,目前 在 一 些 其 他 昆虫 ,全 
如 蚊虫 《Morris，1988) 中 正在 寻找 类 似 的 基因 载体 。 预期 不 久 就 会 有 可 以 用 于 不 同 昆 
忠 种 闻 转 移 的 通用 载体 系统 。 


在 基础 研究 中 的 应 用 


重组 DNA 技术 为 解决 昆虫 学 基础 研究 中 的 许多 难题 提供 了 可 能 性 ,加深 了 人 们 对 
许多 重要 问题 的 认识 和 理解 。 其 中 比较 突出 的 是 对 昆虫 发 育 和 有 关 基 因 的 结构 功能. 进 
化 和 调控 的 研究 。 

1 昆虫 发 育 研 究 

利用 重组 DNA 技术 研究 昆虫 发 育 , 主要 包括 对 受 发 育 控制 的 基因 和 对 发 言 基 因 的 
结构 和 表达 的 研究 。 受 发 育 控 制 的 基因 是 一 些 结构 基因 或 基因 家 族 ， 它 们 编码 大 量 的 
mRNA 和 蛋白 质 ,其 表达 受 发 育 期 控制 ,并 有 组 织 特 异性 。 在 茶 种 意义 上 说 ,其 表达 表明 
分 化 状态 。 昆 虫 的 表皮 和 蛋白 .卵黄 蛋白 、. 卵 壳 蛋 白 、 丝 蛋白 、 唾 腺 胶 和 蛋白、 幼虫 在 清 蛋白 等 
的 基因 均 属 此 类 。 反 之 ,发 育 基因 是 控制 发 育 的 ,是 决定 分 化 状态 的 。 发 育 基因 的 表达 决 
定 细胞 未 来 的 发 育 程序 。 分 节 基 因 和 光源 异形 基因 属 此 类 。 这 里 将 集中 介绍 利用 重组 
DNA 技术 研究 昆虫 发 育 基因 的 主要 进展 。 受 发 育 控制 的 基因 研究 在 下 一 节 基 因 调 控 中 
介绍 。 

. 眠 出发 育 是 按照 精确 的 发 育 程序 进行 的 ,发 育 程序 详细 规定 身体 结构 的 布局 ,并 决定 
发 育 活动 的 顺序 和 时 间 。 这 种 发 育 信息 贮存 于 基 困 中 。 基 因 中 所 贮存 的 发 育 信息 如 何 转 
换 成 胚胎 的 结构 ， 是 发 育 生 物 学 的 基本 问题 。 正 常 的 发 育 须 有 有数 以 于 计 的 结构 基因 在 空 
闻 和 时 间 上 有 秩序 地 协调 表达 。 假如 对 各 个 基因 单独 进行 控制 ， 必 将 导致 发 育 的 混乱 。 
因而 人们 推测 应 该 有 一 些 形成 系统 的 控制 基因 ,能 协调 控制 成 组 的 基因 。 早 在 1915 年 就 
有 人 认为 果 晶 的 同 源 异 形 突变 可 能 与 发 育 的 控制 基因 有 关 ， 但 直到 重组 DNA 技术 建 这 
以 后 才 有 可 能 在 分 子 水 平 进行 研究 。 

， 近年 来 ， 对 果 蝇 发 育 的 研究 已 取得 着 人 注目 的 进展 (Berger 和 Heland，1985; 

Richards，1927)。 已 知 有 三 类 基 央 参与 决定 身体 结构 的 布局 : (一 ) 母体 效应 基因 ,决定 
卵 的 极 性 及 卵 与 未 来 胚胎 的 对 应 位 置 ; 〈 二 ) 分 节 基 因 ,决定 体 节 的 数 且 和 极 狂 ;《〈 三 ) A 
源 异 形 基 因 , 决 定 体 节 的 特征 和 顺序 (Akam, 1987; Gehring, 1987; Nusslein-Volhard 
和 Wieschaus, 1980; North，1984)。 这 里 重点 介绍 同 源 异形 基因 与 控制 发 育 的 关 
Bo 
在 昆虫 中 ， 同 源 蜡 形 基 因 控 制 体 节 的 性 状 。 同 源 异形 突变 导致 菜 一 体 闻 几 育 成 另 一 
体 节 。 例 如 在 家 蚕 中 ,突变 型 幼虫 的 所 有 腹 节 长 成 有 足 的 胸 节 。 在 果 蝇 中 ,有 一 组 同 源 异 
形 基因 bithorax complex， 控 制 果 蝇 第 二 胸 节 以 后 所 有 体 节 的 发 育 。 在 有 的 突变 体 中 ， 
后 胸 节 变 成 中 网 节 ,平衡 棒 变 为 第 二 对 翅 。 另 一 组 同 源 异 形 基因 antennapedia complex, 
控制 备 二 胸 节 以 前 体 节 的 发 育 。 突变 果 蝇 的 触 第 发 育成 腿 。 利用 重组 DNA 技术 对 这 
两 组 基因 进行 了 比较 详细 的 研究 《Schneuwly 等 ，1986; Lawrence 和 Morata、1983)o 
; 这 些 复 合 基因 均 由 几 个 基因 组 成 ,可 以 产生 几 个 不 同 的 mRNA， 每 一 个 专 一 地 作用 于 某 
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— (2) 体 节 。 在 这 些 复 合 基因 的 每 个 基因 中 都 月 顺序 相同 的 小 殿 DNA (24 180 碱 基 
对 ) , 称 为 同 源 异 形 盒 ,与 控制 发 育 有 关 。 它 编码 同 源 异 形 蛋 白 的 一 个 特定 的 结构 区 , 称 为 
同 源 异 形 区 。 遗 传 学 资料 、DNA 顺序 测定 、 免 疫 定 位 、 以 及 体外 结合 实验 均 提 示 同 源 蜡 
形 蛋 白 是 调控 蛋白 ， 通过 闻 源 异形 区 识别 和 结合 特异 DNA 顺序， 从 而 对 基因 起 调控 作 
FA (Gehring, 1987).0 

果 蝇 中 同 源 异 形 盒 的 发 现 ,提供 了 分 离 其 他 同 源 异 形 基 因 的 探 针 ,从 而 揭示 了 一 些 很 
有 意义 的 问题 首先 ,在 果 晶 中 已 分 离 了 一 系列 的 同 源 异 形 基因 ,并 用 基因 转移 技术 导入 
.正常 果 蝇 的 种 系 , 以 证 实 基因 的 功能 (Schneuwly 等 ， 1987)。 最 近 还 发 现 , TARE 
形 东 因 含 有 同 源 蜡 形 盒 ,决定 身体 结构 布局 的 其 他 两 类 基因 中 也 有 含 同 源 异 形 盒 的 ,例如 
世 克 隆 的 分 节 基 因 中 有 4 个 基因 含有 同 源 异 形 盒 , 因此 它们 也 编码 与 特异 DNA 顺序 结 
合 的 调控 蛋白 。 此 外 ,还 分 富 了 状 椎 动物 包括 人 的 同 源 异形 基因 。 AREA DNA 顺 
序 在 进化 过 程 中 是 高 度 保守 的 ， 在 从 环节 动物 到 人 的 所 有 分 节 动 物 的 基因 组 中 普遍 存在 
(McGinnis 等 ,1984)。 这 表明 尽管 昆虫 和 其 他 动物 的 发 育 方式 完全 不 同 , 但 控制 发 育 的 
基本 机 理 可 能 是 相同 的 。 

2 T oa Be ALPS 

当前 ， 真 核 分 子 生物 学 的 一 个 主要 问题 是 揭示 具有 时 间或 组 织 特异 性 的 基因 和 有 可 诱 
导 基 因 的 表达 调控 机 理 。 重 组 DNA 技术 的 建立 , 提供 了 在 分 子 水 平 研究 基因 调控 的 可 
能 性 。 近 年 来 已 经 可 能 将 克隆 的 基因 导入 真 核 生 物 的 种 系 ， 克 隆 的 基因 稳定 地 整合 到 种 
系 染 色 体 DNA +, 并 传 至 所 有 的 细胞 ， 从 而 提供 了 试验 一 个 假定 的 调控 区 是 否 能 在 发 
谊 中 正常 起 作用 的 最 有 说 服 力 的 手段 。 

昆虫 作为 真 核 生物 ， 其 每 一 基因 包括 外 显 子 和 内 合子 以 及 两 端的 侧枝 区 。 外 显 子 是 
编码 顺序 , 能 表达 。 内 含 子 为 不 编码 顺序 ， 在 转录 后 被 留 去 。 基 因 转 录 的 方向 是 由 5 未 
mE 3 末端 ,转录 起 始点 的 碱 基 对 为 十 1, 在 起 始点 上 游 (5 WEK) 附近 的 一 段 DNA, 
称 为 启动 子 , 它 与 RNA 聚合 酶 结合 ， 引 导 该 酶 到 达 正 确 的 转录 想 始点 。 对 基因 起 调控 
作用 的 顺序 可 能 位 于 上 游 较 远 处 。 在 昆虫 中 ， 有 目前 许多 工作 的 目标 是 寻找 侧翼 区 中 的 调 
挖 顺 序 。 

自从 重组 DNA 技术 建立 以 来 , 在 分 子 水 平 对 昆虫 基因 的 研究 已 日 益 增 多 。 这 些 基 
四 属于 儿 种 不 同类 型 (不 包括 上 述 发 育 基因 ): (1) 在 许多 类 型 的 细胞 中 编码 主要 和 蛋白质 
的 基因 ， 如 微 管 蛋 白 基 因 、 肌 动 蛋白 基因 。 它 们 在 所 有 的 发 育 阶段 普遍 地 大 量 表 达 。(2) 
具有 有 发言 期 和 组 织 特 异性 的 基因 ,如 幼虫 血清 蛋白 (在 幼虫 脂肪 体 含 成 )、 表皮 蛋白 (幼虫 
表皮 细胞 合成 ), 胶 蛋白 (幼虫 唾 腺 合成 ， 在 化 肾 时 用 以 固定 肾 壳 )、 丝 蛋白 (幼虫 丝 腺 合 
成 )` 卵 黄白 ( 成 虫 脂肪 体 合 成 ). 卵 沉 蛋 白 〈 成 虫 卵 梨 溃 泡 细 胞 合成 ) 等 的 基因 。 这 些 基 
因 的 表达 大 多 受 昆虫 激 率 ,特别 是 20- 羟 基 昱 皮 素 的 调节 。(3) 受 外 部 刺激 活化 的 可 诱导 
HY AE Al» WANK FEE Ao 

近年 来 ， 以 果 晶 中 了 AP RRA Re LE ee MAT ie ARE — 
EG ae ET — Be OR I CE AE HH) A PA ERB A, Se 
ARE DNA, 观察 分 析 对 表达 的 影 赂 ,可 以 确定 调控 顺序 。 现 举例 篇 单 介绍 近年 的 部 
分 研究 进展 。 
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(1) 果 蝇 卵黄 多 肽 YP 基因 
果 蝇 的 卵黄 蛋白 是 由 三 个 多 肽 组 成 , 称 为 YP 1、YP 2、YP3。YP 基因 表达 是 受 激 
RSH RAS ,发育 期 和 组 织 特异 性 。 
利用 重组 DNA 技术 分 离 了 三 个 YP 基因 ,并 确定 了 它们 在 染色 体 上 的 位 置 , 核 昔 酸 
Wife (Barnett 等 1980; Yan 等 ,1987)。 三 个 YP 基因 均 位 于 XX 染色 体 上 ,YP1 和 YP2 
: 基因 方向 相反 ,两 个 基因 的 5 末端 之 间 相 隔 很 近 , 仅 1225 碱 基 对 。 近年 有 人 利用 P 因子 
转移 技术 , 研究 激素 对 YP 基因 表达 的 调控 CPostlethwait 和 Kunert, 1986)o AAW 
酶 切 下 基因 组 的 一 段 DNA， 其 中 包括 完整 的 YP 2 基因 和 YP 1 BAS 末端 的 4/50 
这 一 片段 与 作为 标记 的 果 蝇 红眼 基因 ryt 一 起 插入 P 因子 中 间 重 组 到 质粒 中 ,然后 显 微 
注射 到 缺失 眼色 素 的 ry 突变 型 果 蝇 的 早期 还 胎 中 。 PP 因子 可 插入 染色 体 ,发 育 的 果 召 
;出现 眼 色素 , 证 明 转 移 的 基因 表达 正常 。 通 过 对 转移 的 YP] 和 YP2 基因 产物 的 鉴定 ， 
证 明 转 移 基因 的 表达 与 正常 情况 下 一 样 ,具有 性 别 ,发育 期 和 组 织 特异 性 。 这 表明 在 切 下 
的 DNA 片段 中 , 在 二 个 基因 5 末端 之 闻 的 一 小 段 DNA ,包含 了 激素 控制 这 二 个 基因 
表达 所 需 的 全 部 调控 信号 。 
上 述 研究 说 明 , 通 过 基因 转移 ,将 天 然 的 或 是 经 实验 修饰 的 基因 转移 到 一 个 受 体系 统 
中 ,在 激素 控制 下 进行 表达 ,这 样 就 能 证 明 参 与 调控 的 特异 DNA 烦 序 , 能 了 解 基 因 调 控 
的 结构 基础 是 什么 。 
(2) 孵 沉 蛋白 基因 
”以 果 蝇 和 家 等 为 代表 的 昵 类 和 蛾 类 ,在 系统 发 育 上 相距 甚 远 , 相 当 于 鸟 类 和 哺乳 类 之 
间 的 距离 。 这 两 类 昆虫 的 卵 壳 在 形态 .生理 .生化 方面 均 有 明显 差别 。 在 卵 壳 蛋白 的 基 开 
方面 ,已 知 在 果 蝇 中 , 孵 壳 蛋白 基因 是 此 联 排 列 成 两 符 。 在 家 蚕 中 ,主要 卵 壳 蛋 白 是 由 A、 
B 两 族 基因 编码 的 ， 卵 过 蛋白 基因 大 多 成 对 (A+B), 背 向 转录 DARA Gpradling 
等 , 1980; Goldsmith 和 Kafotos，19847o 
尽管 有 这 些 差别 ,已 经 有 人 证 明 家 午 的 卵 壳 蛋白 基因 能 够 在 果 蝇 中 表达 《Mitsialis 
和 Kafatos，1985)。 将 含有 家 蚕 卵 壳 蛋 白 基 因 的 DNA 片段 ， 用 P 因子 导入 果 蝇 胚胎 ， 
在 转化 的 后 代 中 进行 RNA 分 析 , 发 现 家 蚕 卵 党 蛋白 基因 在 果 蝇 中 搜 正 确 的 性 别 BR 
和 时 间 进 行 表达 。 在 果 蝇 晚期 滞 泡 细胞 中 积累 了 大 量 家 丢 卵 壳 蛋 白 基 因 的 转录 产物 。 由 
此 证 明 卵 沉 蛋 白 基 因 表 达 的 调控 成 分 在 果 蝇 和 家 重 中 是 保守 的 。 
(3) 果 蝇 热 休克 蛋白 hsp 基因 
当 果 蝇 热 休克 反应 时 ,多 线 桨 色 体 有 几 个 位 点 疏松 膨大 ,转录 特异 的 mRNA, 这些 
mRNA 编码 七 个 蛋白 质 ,总 称 为 热 休 克 蛋 白 hpo 根据 其 分 子 量 〈《KD) ， 七 个 热 体 克 蛋 
白 分 别称 为 hsp 22, 23, 26, 27 (28), 68, 70, 83 编码 这 七 个 hsp 的 基因 已 经 克 
隆 ， 并 详细 分 析 了 它们 的 结构 和 顺序 《Berger 和 Ireland，1985)。 已 经 鉴定 出 高 温 诱导 
所 需 的 烦 序 ,在 七 个 基因 中 是 相同 的 《Hoffman 和 Corces，1986)。 
现在 已 知 hp 基因 表达 有 三 种 不 同类 型 ; (1) 热 休 克 反 应 。(2) 受 特定 的 发 育 信 号 
ES, 并 有 组 织 特异 性 。 低 分 子 量 的 hp 一 般 在 晓 皮 激素 水 平 高 的 发 育 阶段 表达 ，, 并 在 
对 激素 起 皮 应 的 组 织 中 表达 ,如 在 器 官 芋 发 育 中 。(3) 在 卵子 发 生 期 在 卵 党 滋养 细胞 中 被 
诱导 ， 这 表明 hsp 基因 表达 存在 不 同 的 调控 机 制 。 有 人 利用 P 因子 将 在 体外 改变 了 的 
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hsp 27 的 基因 导 人 果 晶 ， 研 究 hop 27 基因 对 卵 祭 、 媒 皮 激 素 及 热 休 克 起 反应 时 表达 所 
需 启动 子 的 结构 。 发 现在 这 三 种 情况 下 的 表达 是 由 三 种 在 空间 和 功能 上 不 同 的 启动 子 控 
制 的 《Hoffman，1987)。 


在 害虫 防治 中 的 应 用 

重组 DNA 技术 在 害虫 防治 中 有 广阔 的 应 用 前 景 和 巨大 的 开发 潜力 。 它 不 仅 可 以 . 
使 害虫 综合 治理 中 现 有 的 方法 (如 生物 防治 \ 不 这 昆虫 技术 、 寄 主 植 物 抗 虫 性 等 ) 更 加 有 
效 , 还 可 以 创造 新 手段 开辟 新 途径 ,如 培育 抗 虫 植物 、 建 立 遗 传 防治 的 新 方法 、 发 展 新 的 生 
物 合理 对 策 。 现 举例 说 明 。. 

一 、 微 生物 杀 虫 剂 的 革命 

昆虫 病原 微生物 ,如 病毒 ,细菌 ,真菌 作为 杀 虫 剂 \ 有 一 定 的 优点 ,主要 是 特异 性 高 、 对 
人 畜 无 毒 、 能 克服 迅速 发 展 的 抗 药性 、` 比 化 学 农药 便宜 (细菌 、 真 菌 能 发 酵 生产 )。 换 言 之 * 
即 安全 有效、 经济 ,不 污染 环境 。 但 是 微生物 杀 虫 剂 也 存在 一 些 问题 ;如 寄主 范围 窗 、 环 

境 稳定 性 差 ,单位 毒 力 低 , 致 死 速度 慢 。 因 而 影响 其 商品 化 生产 和 应 用 。 这 些 局 限 性 可 以 . 
借助 重组 DNA 技术 加 以 克服 ,在 国外 已 经 重新 引起 工商 界 对 生产 和 销售 微生物 杀 虫 剂 
的 兴趣 。 

上 KAS 

HES (Bacillus thuringensis, SRR B. t.) Se Bh Ke AS SETA Ba » ,其 杀 虫 毒 
/ RATER TT EEA eA. 这 种 蛋白 质 是 由 几 个 有 毒 的 亚 基 组 成 的 。 
不 同类 型 B. t， 品 系 的 毒 蛋 白 基因 已 被 分 离 鉴定 。 

.近年 来 各 国 科学 家 都 在 利用 基因 工程 生产 更 有 效 的 B. t. 新 变种 ， 提 高 对 原来 寄主 
的 生 力 或 扩大 寄主 范围 s 最 重大 的 进展 则 是 已 有 可 能 将 杀 虫 基因 直接 导 人 植物， 使 农 作 
物 本 身 产生 杀 虫 剂 。 这 样 就 完全 不 需要 进行 党 规 施 药 ; 可 使 植物 保护 由 “ 治 ” 变 为 “ 防 ”。 

Bt. 毒素 基因 是 通过 Ti 质粒 作为 载体 导入 植物 细胞 。 Ti 质粒 是 致 瘤 土壤 杆菌 
(Agrobacterium tumefaciens) 中 的 一 类 质粒 ， 它 的 一 ~ Be DNA (T-DNA) 能 整合 到 植物 
的 基因 组 中 , SM, 在 许多 情况 下 ,T-DNA 能 稳定 地 遗传 到 由 Ti 质粒 诱导 的 
合 伤 组 织 再 生 的 植株 ,插入 T-DNA 的 外 源 基因 也 能 稳定 地 遗传 到 再 生 植 株 。 

不 久 前 美国 科学 家 报道 将 B. e REAR SAH RR, BIT SABE 
RELA Ri. Hila BEERR 〈B.t. 的 晶体 蛋白 只 有 N- 末 端的 一 半 具 有 
杀 虫 毒性 ) 的 部 分 基因 与 花椰菜 花 叶 病毒 CaMV 35 S BATRA. HA Ti 质粒。 用 Ti 
质粒 转化 蒂 医 组 织 块 ， Bt. 基因 在 转化 的 莫 茄 植株 中 表达 ,对 三 种 鳞 想 目 害虫 (烟草 天 
W Manduca sexta, RMK Heliothis viruscens, SHAR Heliothis zea) 的 
幼虫 有 毒 杀 作 用 ,而 且 杀 虫 性 能 可 以 传 至 后 代 (Fischhoff 等 ，1987)。 此 外 ， 用 Ti 质粒 : 
将 Bte 杀 虫 基因 导入 烟草 ,使 烟草 具有 抗 虫 性 ,也 同样 获得 成 功 《Vaeck，1987)。 

这 些 结果 证 明 用 基因 工程 使 B. t. 基因 在 农作物 中 表达 ,使 农作物 本 身 具有 抗 虫 能 
力 , 这 种 办 法 是 完全 可 行 的 ,可 以 提高 害虫 防治 的 选择 性 ,特异 性 和 有 效 性 。 

Ti 质粒 这 种 发 体 只 能 用 于 双子 叶 植 物 。 单子 叶 植 物 转化 的 载体 尚 待 建立 。 现 在 已 
有 人 利用 玉米 的 转 位 因子 作为 单子 叶 植 物 基 因 转 移 的 载体 。 


370 E H 学 报 32 着 





除了 将 毒素 基因 导 人 社 物 这 种 新 途径 外 ， 有 人 认为 还 可 以 将 毒素 基因 转移 到 能 在 自 
潍 界 更 好 存活 的 另 一 种 细菌 中 。 例 如，B. t. 以 色 列 变种 只 能 在 自然 界 生 存 2 天。 将 其 
: 基 闪 转移 到 池塘 的 天 然 微 生物 区 系 中 ,可 更 好 地 适应 环境 ,发 挥 毒 杀 效 能 (Dean，1984)。 

2 昆虫 杆 状 病毒 . 

昆虫 杆 状 病 毒 在 自然 界 能 引起 昆虫 的 流行 病 ， 是 效果 很 好 的 微生物 杀 虫 剂 。 但 是 由 
于 其 寄主 范围 窗 、 致 死 速度 慢 ， 使 其 大 规模 生产 和 应 用 受到 限制 。 近 年 来 基因 工程 的 发 
暴 , 能 够 在 杆 状 病毒 的 基因 组 中 播 人 和 表达 外 源 基 因 ， 为 发 展 广 谱 的 ,作用 快 的 病毒 杀 虫 
剂 打开 了 新 的 前 景 。 

星 虫 杆 状 病毒 在 分 子 水 平 上 研究 得 最 为 详细 的 是 萌 攻 夜 目 (Autographa californ- 
ica) 的 核 型 多 角 体 病毒 AcNPV。 已 有 实验 证 明 ， 将 氧 霉 素 乙酰 转移 酶 (CAT) 的 基因 
JHA AcNPV, 重组 病毒 也 可 在 鳞 翅 目 以 外 的 韭 弧 昆虫 (如 蚁 如 ) 中 表达 。 这 样 重组 病毒 
和 的 有 效 寄主 范围 就 相当 扩大 了 (Miller，1986) 。 然 而 ,决定 寄主 专 一 性 的 基因 还 未 鉴定 
出 来 。 

用 重组 DNA 技术 提高 病毒 杀 虫 效能 的 主要 方案 是 将 对 昆虫 有 致死 或 破坏 作用 的 蛋 
SRA (如 内 毒素 、 神 经 肽 或 酶 ) 的 基因 与 病毒 的 启动 子 或 在 感染 早期 表达 的 启动 子 
接 在 一 起 ,然后 并 接 到 病毒 基因 组 中 ,或 置换 病毒 基因 组 中 非 必需 的 部 分 ， 使 多 角 体 基因 
保 特 完整 ， 以 不 影响 病毒 在 田间 的 感染 能 力 。 病 毒 将 有 害 物 质 的 基因 导 人 昆虫 休 内 的 靶 
器 官 ,使 病毒 杀 虫 剂 产 生 多 种 效应 。 例 如 ,可 以 设想 如 果 一 神 病 毒 不 仅 在 中 肠 上 皮 细 胞 合 
成 一 种 物质 使 昆虫 停止 取 食 , 而 且 也 合成 一 种 神经 毒素 分 泌 到 血 淋 巴 中 ,这 样 就 能 大 大 加 
速 昆虫 死亡 。 
目前 ， 有 人 致力 于 将 能 改变 昆虫 行为 的 活性 物质 的 基因 与 病毒 基因 重组 。 这 些 活性 
物质 也 包括 昆虫 的 神经 驮 和 肽 素 激 素 。 这 就 是 说 ， 未 来 的 重组 病毒 杀 虫 剂 中 也 包括 一 些 
FoR AR ENGEL, 作为 杀 虫 的 活性 成 分 (Miller，1986)。 有 关 详 细 内 容 将 在 后 面神经 激 
素 基因 工程 中 介绍 。 

二 、 生 物 咏 治 中 害虫 天 敌 的 改良 

用 标准 的 人 工 选 择 和 杂交 的 方 潜 培育 优良 品系 ， 一 般 需 要 好 几 年 。 现 在 利用 基因 工 
召 , 已 有 可 能 将 所 需 特 性 的 基因 直接 导 人 和 人 天敌 中 ,可 以 把 控 制 某 一 特性 的 基因 从 一 种 天 敌 
:转移 到 另 一 种 天 政 中 去 ,从 而 避免 一 般 种 闻 杂 交 的 限制 ,也 可 以 将 一 个 已 知 的 基因 在 体外 
.进行 修饰 后 , 送 回 原来 的 天 敌 中 去 。 

目前 ,基因 转移 技术 只 能 用 于 单个 基因 或 很 少 基因 的 转移 。 但 是 ,害虫 天 敌 的 许多 合 
乎 需要 的 特性 ,包括 生命 力 和 繁殖 力 的 提高 、 寄 主 或 生境 的 改变 、 扩 散 或 滞 育 特性 的 改变 
等 ,都 是 (或 很 可 能 是 ) 由 多 基因 控制 的 。 当 前 ,最 适合 于 进行 基因 转移 的 是 对 杀 虫 剂 的 抗 
性 基因 ,因为 ,在 许多 情况 下 , 搞 性 是 由 单一 基因 所 控制 ,而 旦 转化 的 个 体 可 以 用 杀 虫 剂 处 
理 来 进行 鉴别 。 

有 人 设想 从 抗 性 果品 或 抗 性 家 蝇 的 基 居 文库 中 分 离 出 已 知 的 抗 性 基 闪 ， 例 如 乙酰 胆 
' 碱 酯 酶 的 基因 (该 酶 的 改变 导致 对 有 机 磷 和 和 氨基 甲酸 酯 杀 虫 剂 的 抗 性 ), 插 入 P 因子 ,转移 
:到 天 下 昆虫 中 (Beckendorf 和 Hoy, 1985)¢ 

Bell, TAA Aa OA ae FPL (Culex quinquejasciatus) PAIAR KI. 
















































































3 其 HAE: 重组 DNA 技术 在 昆虫 学 中 的 应 用 371 


AOE we, 并 在 克隆 不 同 昆虫 中 的 几 种 其 他 抗 性 基因 ， AAA Ht 性 基因 将 


- BES A Eh AHS AA (Mouches, 1987) 


重组 DNA 技术 提供 了 从 不 同 昆虫 中 分 离 基因 ,然后 FARRER Bu 
疡 需 基 因 能 被 鉴定 克隆 、 揪 人 基因 组 ,正常 表达 并 稳定 传 至 后 代 , 我 们 就 有 一 种 改良 天 敌 
的 新 技术 。 目 前 ， 当 务 之 急 是 应 确定 了 因子 的 受 体 范围 。 假 如 P 因子 在 果 晶 以 外 其 他 昆 
虫 中 不 适用 ， 则 需要 在 其 他 昆虫 中 寻找 类 似 于 P 了 因子 的 基因 载体 。 同 时 也 可 探索 昆虫 病 
毒 是 否 适 合 于 在 天 敌 改 良 中 作为 基因 载体 。 关于 昆虫 杆 状 病 沽 作为 外 源 基因 载体 的 进 
FAB) Luckow 和 Summers (1988) 6 

三 、 遗 传 防治 的 新 方法 与 新 设想 

进去 遗传 防治 的 主要 手 眉 是 释放 不 彰 施 贝 。 虽 然 也 发 展 了 -一些 其 他 方法 ， 例如 纯 合 
. 易 位 、 减 数 分 裂 分 离 比 偏 移 、 细 胞 质 不 订 和 性 、 杂 种 不 青 等 ,但 都 过 于 复杂 ,应 用 很 受 限 制 。 
近年 来 基因 工程 正在 滨 步 代 痊 传 统 的 这 传 防治 方法 ,建立 和 探索 浙 的 手段 ;主要 包括 以 下 
Ate: 

LEDER CEMA BRANES 

EAB RRR R BEST HHL OTREMKEEN, 甚至 不 利 的 | 
蕉 虫 。 美 国 在 地 中 海 实 赐 (Cerasitis capitata) 中 进行 大 量 研究 ,采用 化 学 方法 区 分 性 
别 或 在 发 育 早期 有 选择 地 杀 死 吹 虫 。 现 在 他 们 试图 用 基因 工程 方法 控制 性 别 ， 在 大 量 饲 
养 的 最 后 一 代 ， 扫 胚胎 发 谊 期 的 雌 虫 改变 为 蕉 虫 。 已 知 许多 双 翅 目 昆 虫 的 座 睡 是 由 单个 
的 雄性 决定 (Md) 位 点 控制 的 。 如 果 将 地 中 海 实 如 的 Md 分 离 ， 将 其 编码 区 和 热 休克 
蛋白 hp 基因 启动 子 连 搂 ,重组 基因 播 入 地 中 海 实 量 的 基因 组 ， 构 成 一 个 所 有 个 体 均 有 
hsp-Md 重组 基因 的 原 种 。 在 大 量 饲养 时 , 到 关键 的 发 育 期 用 合适 的 温度 处 理 ,诱导 hsp 
启动 子 , 即 可 使 原 为 峻 性 的 胚胎 发 育 为 雄性 《Whitten，1986)o。 ` 

2. 导 人 有 害 基 因 ,进行 种 系 转化 

信 们 认为 利用 上 内 子 将 有 害 划 办 导 人 补 系 染色 休 , 闭 得 种 系 转化 ,可 以 作为 浊 伟 防治 
的 一 种 新 对 策 。 由 于 :了 因子 载体 是 将 基因 随机 插 人 基因 组 ,并 不 置换 原 有 的 基因 ;所 以 用 
， 卫 因子 导 人 的 基因 必须 是 显 性 的 。 已 知 果 蝇 中 有 不 少 对 生活 力 或 繁殖 力 有 显 性 效应 的 突 
变 基 因 , 在 害虫 遗传 防治 中 可 能 是 有 用 的 。 例 如 , 果 晶 有 一 种 显 性 突变 种 , 它 的 睾丸 特有 的 
微 管 蛋 白 的 基因 有 缺陷 ,因而 导致 雄性 不 育 。 在 昆虫 中 许多 结构 蛋白 的 基因 具有 高 度 的 进 
化 保守 性 ,因此 果 蝇 的 突变 基因 在 其 他 昆虫 中 也 会 产生 相同 的 效应 (Cockburn 等 , 1984)。 

此 外 ,有 人 提出 一 种 控制 害虫 种 群 的 新 方法 (Courtright 和 Kumaran, 1986), ZEX 
子 昆虫 雄 虫 的 基因 组 中 整合 进去 一 个 用 基因 工程 方法 重组 的 显 性 肉 性 不 育 基 因 (FS)。 
FS 基因 包括 调控 频 序 和 结构 顺序 。 调控 顺序 要 保证 FS 基因 内 在 成 虫 卵 集中 表达 , 可 
用 卵黄 蛋白 或 孵 党 蛋白 的 启动 子 。 结 移 顺 序 应 能 破坏 浴 虫 繁 歼 力 ,可 供 选 择 的 有 : (1) 直 
接 影 响 卵 党 结构 的 ,如 不 正常 的 卵 沉 蛋白 基因 ; (2) 间接 地 通过 千 扰 卵 业 渡 泡 细胞 的 结 
功能 ,如 突变 的 微 管 蛋白 基因 、 改 变 的 小 基因 ; (3) 对 细胞 有 毒性 或 数 死 作用 的 ,如 苏 蔚 金 
杆菌 毒素 基因 。 将 重组 的 FS RARA r 因 于 中 间 , 显 微 注射 到 胚胎 中 转化 种 系 细胞 。 淮 
带 FS 基因 的 雄 虫 与 辐射 或 化 学 不 育 剂 处 理 的 不 育 雄 虫 不 同 , 生 命 力 并 未 减弱 ,释放 后 可 
与 当地 正常 雄 贝 党 争 ,与 瞧 虫 交配 后 ,使 FS 基因 在 肉 虫 卵巢 中 表达 ,破坏 卵 梨 功能 ， 导 致 
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崔 虫 不 育 , 可 使 种 群 繁殖 力 降 低 ， 从 而 减少 种 群 数 量 。 而 且 ， 后 代 雄 虫 会 继续 传递 ES 基 
因 , 与 肉 虫 交配 后 还 能 使 种 群 数量 持续 下 降 , 因 此 不 需要 每 一 代 都 释放 FS Eo 

上 述 利 用 P 因子 转移 显 性 肉 性 不 育 基因 的 方法 ,从 理论 上 分 析 , 对 害虫 防治 应 是 有 效 . 
的 。 要 把 设想 付 之 实现 ,还 需要 积累 许多 基本 资料 。 

四、 昆虫 神经 激素 的 基因 工程 : 害虫 防治 的 新 途径 | 

”昆虫 神经 激素 是 肽 类 激素 ,种 类 众多 ,到 目前 为 止 已 分 离 鉴定 的 还 很 少 。 但 是 在 昆虫 
中 它们 是 非常 重要 的 ,控制 着 许多 关键 的 生理 过 程 , 影 响 生 长 ,变态 .生殖 、\ 代 谢 和 行为 等 。 
用 神经 激素 作为 杀 虫 剂 ， 能 破坏 昆虫 生理 平衡 ， 导 致 是 虫 死亡 ， 在 害虫 防治 中 有 很 大 潜 . 
力 。 

近年 来 ,人 们 为 了 利用 基因 工程 方 靶 ,把 昆虫 神经 激素 作为 害虫 防治 的 新 途径 ， 已 经 
提出 各 种 不 同 的 设想 。 一 种 是 将 昆虫 神经 激素 基因 插 人 农作物 的 基因 组 ， 使 植物 产生 激 
素 , 破 坏 植 食性 昆虫 的 生理 平衡 。 另 一 种 是 将 昆虫 神经 激素 基因 导 和 人 细菌 ,将 细菌 施 于 农 
作物 或 土壤 ,昆虫 取 食 了 产生 激素 的 细菌 ,导致 生理 失调 。 

以 上 两 种 设想 在 害虫 防治 中 是 否 可 行 , 目 前 还 没有 把 握 , 因 为 并 不 了 解 植物 细胞 或 细 ; 
菌 产生 的 是 不 是 无 活性 的 激素 原 ， 能 否 加 工 成 有 活性 的 激素 。 而 且 昆 虫 取 食 后 可 能 被 消 
化 降解 。 

比较 可 行 的 是 利用 昆虫 病毒 作为 神经 激素 基因 的 载体 。 昆 虫 杆 状 病毒 已 被 证 明 是 外 . 
源 基因 的 高 效 载体 。 病 毒 与 外 源 基因 重组 后 感染 昆虫 组 胞 ,不仅 有 效 地 表达 外 源 基 因 ;, 而 
且 基因 产物 能 被 加 工分 族 。 因 此 ,可 以 利用 杆 状 病毒 为 载体 ， 将 神经 激素 基因 携带 到 部. 
细胞 ,在 复制 过 程 中 ,病毒 可 以 从 昆虫 体内 感染 的 细胞 中 产生 和 分 弯 大 量 激素 。 这 样 就 可 
以 解决 取 食神 经 激素 被 肠 道 消化 降解 的 问题 。 而 且 昆 虫 细胞 能 正确 地 将 激素 原 加 工 成 有 
活性 的 激素 。 昆 虫 体内 被 病毒 感染 的 细胞 持续 大 量 产生 某 一 种 神经 激素 ， 就 会 导致 有 关 ， 
的 生理 过 程 紊乱 ,而 使 昆虫 迅速 死亡 。 

利用 杆 状 病毒 作为 神经 激素 基因 载体 的 这 种 害虫 防治 策略 的 主要 优点 是 昆虫 激素 与 
昆虫 病毒 相 结合 ,两 者 的 作用 加 在 一 起 ,可 提高 杀 虫 效果 ,加 速 昆 虫 死 亡 。 而 且 , 昆 虫 神经 
激素 作用 专 一 ,昆虫 病毒 寄主 范围 有 限 ,从 环境 的 角度 看 ， 两 者 结合 起 来 成 为 一 种 理想 的 
生物 合理 的 害虫 防治 手段 Keeley 和 Hayes，1987)。 

结论 与 展望 

本 文 介绍 了 重组 DNA 技术 在 昆虫 学 的 基础 研究 中 和 害虫 防治 中 的 应 用 , 仅 是 部 分 
概况 , 远 非 目 前 的 全 部 研究 进展 。 可 以 看 到 ,在 基础 研究 方面 ， 馆 今 大 部 分 的 成 果 来 自 果 
蝇 的 研究 。 这 是 因为 果 蝇 易于 人 工大 量 饲养 ,基因 组 小 .突变 类 型 多 ， 是 遗传 学 和 分 子 生 
物 学 研究 的 理想 材料 。 目 前 , 果 蝇 中 至 少 有 200 个 基因 ( 约 占 其 整个 基因 组 的 2%) 已 经 
被 分 离 鉴 定 , 它 的 基因 组 是 高 等 真 核 生物 中 了 解 最 多 的 。 在 分 子 水 平 , 果 蝇 作为 一 种 模式 
昆虫 ,其 日 新 月 异 的 研究 进展 ,不 论 是 理论 资料 ,还 是 实验 方法 和 技术 ,都 对 其 他 昆虫 的 研 
究 提 供 了 极 大 的 方便 。 例 如 ,从 其 他 昆虫 的 基因 文库 中 分 离 所 需 的 基因 AA RRRS 
同 源 基 因为 探 针 。 探 索性 的 工作 也 可 以 在 果 邵 中 进行 ; 分离 的 基因 可 以 先 转移 到 果 蝇 中 
证 实 一 下 。 
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除了 果 晶 ,昆虫 中 重组 DNA 技术 的 应 用 还 比较 薄弱 。 在 技术 上 ,还 有 不 少 问题 需要 
解决 ,例如 基因 转移 和 种 系 转化 的 具体 技术 。 在 其 他 昆虫 中 ,也许 不 一 定 能 照搬 果 旭 的 现 
成 方法 ,需要 因 虫 而 异 。 但 是 对 于 今后 的 发 展 ,主要 困难 不 在 于 技术 上 的 限制 ， 而 是 缺乏 
基础 资料 。 例 如 ,要 进行 基因 转移 ,必须 首先 把 基因 鉴定 出 来 ,要 了 解 其 表达 的 调控 机 制 。 
要 利用 昆虫 神经 激素 进行 害虫 防治 ,必须 加 强 神经 激素 的 分 离 ,鉴定 ,合成 ,分泌 、 生理 效 
应 等 基础 研究 , 才 有 可 能 进行 基因 工程 的 工作 。 要 用 基因 工程 方法 产生 具有 抗 性 的 天 敌 ， 
必须 先 加 强 害虫 抗 性 基因 的 研究 。 因 此 ,应 该 加 强 昆虫 分 子 生 物 学 的 基础 研究 ,为 实际 应 
用 积累 基本 资料 ,探索 新 的 方向 。 

除 本 文 提 到 的 几 个 方面 以 外 ,基因 工程 在 昆虫 中 应 用 的 可 能 性 还 很 多 ,如 培育 蚕 、 峰 
等 益 虫 的 优良 品种 、 使 农作物 产生 有 搞 虫 作用 的 次 生物 质 、 重 要 酶 (如 几 丁 质 梅 、 激 活 或 降 
解 激素 的 酶 ) 的 基因 工程 等 。 因 此 ,基因 工程 在 昆虫 学 中 有 广阔 的 应 用 前 景 和 巨大 的 开发 
潜力 。 

虽然 在 短 时 期 内 ,生物 工程 最 重要 的 贡献 将 是 在 医学 方面 ,但 从 长 远 来 说 ， 生 物 工程 
在 农业 上 的 应 用 将 对 加 速 经 济 发 展 和 提高 生活 水 平 产生 更 重大 的 影响 ， 在 昆虫 学 中 的 应 
用 则 是 一 个 不 可 钢 少 的 组 成 部分 (用 基因 工程 使 农作物 具有 抗 虫 性 ,是 农业 生物 工程 中 的 
主要 目标 之 一 )。 

为 了 能 更 好 地 利用 新 技术 在 昆虫 学 中 做 出 新 的 贡献 ， 昆 虫 学 家 需要 具备 除 传统 学 科 
以 外 的 基础 ,尤其 是 分 子 生物 学 的 知识 和 技术 。 在 昆虫 学 研究 单位 中 ,也 应 重视 和 大 力 支 
持 分 子 生物 学 的 工作 。 
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APPLICATION OF RECOMBINANT DNA TECHNOLOGY 
IN ENTOMOLOGY, 


ZHAT QI-HUI 


(institute of Zoology, Academia Sinica, Beijing) 


The widespread application of recombinant DNA technology in recent years has provided! 
‘great opportunities to revolutionize many areas of biological sciences. Entomology is one of 
these areas which çan benefit in many respects. “The relevant techniques have already ` been: 
used in both basic and applied researches. On the one hand they are new and more efficient 
to tackle problems of basic significance, such as insect development and gene. regulation. Bet- 
ter understandings of these problems will Certainly contribute to our knowledge .of the nature 
and functioning of the insectan organisms and in improving the potentials and performances: 
of beneficial insects. On the other hand they afford promise of success in enriching the arse- 
nal for fighting against pest insectse. Possible’ applications in pest control. discussed in this. 
paper include .genetic engineering. of insect pathogens, such as Bacillus thuringensis and ba-- 
culoviruses, genetic improvements of natural enemies, novel genetic control strategies and ge-- 
metical manipulation of insect neuropeptides. 
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